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ABSTRACT 
 
   Nowadays, there is a growing concern about the presence of potential toxic compounds 
in wine, such as biogenic amines that could affect wine safety, and besides, could cause 
marketing troubles. Some lactic acid bacteria (LAB) isolated from cheese and other foods 
are able to degrade biogenic amines, through the action of amino oxidase enzymes. 
Because of the scarce knowledge about this theme in relation to wine microorganims, and 
with the final aim of avoiding the accumulation of biogenic amine during winemaking, this 
study evaluates the capacity of different LAB stains, isolated from wines and other related 
enological sources, to degrade histamine, tyramine and putrescine. A total of 50 LAB 
strains isolated from musts, wines and fermentation lees, and belong to the genera 
Lactobacillus and Pediococcus and the species Oenococcus oeni, have been selected for 
this study. The biogenic amine-degrading capacity of the strains has been evaluated by RP-
HPLC in culture medium, cells free extracts and whole cells. Among the strains analysed, 
25% are able to degrade histamine, 18% tyramine and 18% putrescine, although at 
different extend. The majority of the strains with this amino oxidase capacity belong to the 
Lactobacillus and Pediococcus groups, and some of them are able to simultaneously 
degrade more than one biogenic amine. The biogenic amine-degrading capacity of the 
selected LAB seems not to be associated to their amine-producing capacity, since most of 
the strains with amine-metabolizing capacity did not show descarboxilase activity 
implicated in the production of these compounds in wine. 
 
RESUMEN 
 
    En la actualidad, existe una inquietud creciente por evitar la presencia de compuestos 
potencialmente tóxicos, como las aminas biógenas, que pueden afectar a la seguridad del 
vino, y además, causar trabas comerciales. Algunas bacterias lácticas (BAL) aisladas del 
queso y otros alimentos, son capaces de degradar estos compuestos, mediante la acción de 
enzimas amino oxidasas. Debido al escaso conocimiento sobre este tema respecto a los 
microorganismos del vino, y con el objetivo de evitar la acumulación de aminas biógenas 
durante la vinificación, este trabajo evalua la capacidad de distintas cepas de BAL aisladas 
de vinos y otros nichos ecológicos relacionados, de degradar histamina, tiramina y 
putrescina. Se han seleccionado 50 cepas de BAL aisladas de mostos, vinos y lías de 
fermentación, pertenecientes a los géneros Lactobacillus y Pediococcus y a la especie 
Oenococcus oeni. La capacidad de degradar aminas biógenas se ha evaluado en medio de 
cultivo, extractos libres de células y células enteras, mediante RP-HPLC. De las cepas 
ensayadas, 25% degradan histamina, 18% tiramina y 18% putrescina, aunque con diferente 
capacidad de degradación. La mayoría de las cepas con actividad amino oxidasa 
pertenecen al grupo de los Lactobacillus y Pediococcus, y algunas de ellas son capaces de 
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degradar simultáneamente más de una amina biógena. La capacidad de degradación de 
aminas biógenas por las BAL no parece asociarse con la de su producción, ya que la 
mayoría de las cepas con capacidad de metabolizarlas no mostraron actividad 
descarboxilasa implicada en la producción de estas aminas en el vino.    
 
INTRODUCCIÓN 
 
En el vino, la formación de aminas biógenas (i.e. histamine, tiramina y putrescina) 
se debe fundamentalmente a la presencia de cepas de bacterias lácticas capaces de 
descarboxilar los aminoácidos precursores. En trabajos realizados en nuestro laboratorio 
(Marcobal et al., 2006; Martín-Álvarez et al., 2006; Alcalde-Hidalgo et al., 2007) y por 
otros grupos de investigación (Landete et al., 2005), durante la elaboración industrial del 
vino, se ha comprobado que la formación de aminas biógenas tiene lugar durante al 
fermentación maloláctica por acción de la microbiota láctica indígena del vino. Sin 
embargo, también se ha comprobado en algunas vinificaciones, que durante las etapas de 
envejecimiento y crianza, tiene lugar un descenso en la concentración de algunas aminas 
biógenas que podría ser debida a la acción de enzimas amino oxidasas presentes en algunas 
bacterias lácticas, que mediante una reacción de degradación oxidativa, degradan las 
aminas biógenas para generar un aldehído, peróxido de hºidrógeno y amonio. Dependiendo 
del sustrato de partida, es decir de la amina biógena, estas enzimas se clasifican en diamino 
oxidasas (si se trata de histamina y putrescina) y monoamino oxidas (si el sustrato de 
partida es la tiramina). 
    
Las enzimas amino oxidasas están presentes en organismos superiores, incluido el 
hombre, y de hecho estas enzimas se localizan en el tracto gastrointestinal y son las 
encargadas  de la eliminación de aminas biógenas en el organismo, pero también se han 
descrito en hongos filamentosos (i.e. Aspergillus niger) (Frébort et al., 1999) y algunas 
bacterias aisladas de alimentos, como queso, embutidos y pescados (Leuschner et al., 1998; 
Enes-Dapkevicius et al., 2000). Debido a la falta de información sobre este tema entre los 
microorganismos del vino, y con el objetivo de desarrollar procedimientos que eviten la 
acumulación de aminas biógenas durante la vinificación, en este trabajo se ha evaluado la 
capacidad de distintas cepas de bacterias lácticas aisladas de vinos y otros ecosistemas 
relacionados, de degradar histamina, tiramina y putrescina.  
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
Bacterias lácticas y condiciones de cultivo. La capacidad de degradar aminas 
biógenas (histamina, tiramina y putrescina) se ha estudiado en 85 cepas de bacterias 
lácticas pertenecientes a las distintas especies que pueden aislarse en mostos y vino, y que 
incluyen Oenococcus oeni  (42 cepas), Pediococcus parvulus (7 cepas), P. pentosaceus (4 
cepas), L. plantarum (6 cepas), L. hilgardii (9 cepas),  L. zeae (3 cepas), L. casei (7 cepas), 
L. paracasei (5 cepas) y Leuconostoc mesenteroides (2 cepas). Estas cepas pertenecen a la 
Colección de bacterias lácticas del Instituto de Fermentaciones Industriales del CSIC. 
Adicionalmente, se han evaluado cuatro cepas de O. oeni previamente aisladas  de 
preparaciones malolácticas comerciales.  Las cepas de Oenococcus oeni se crecieron en 
medio para Leuconostoc oenos (MLO) suplementado con 100 ml.L-1 de zumo de tomate. 
Las otras especies de bacterias lácticas  se incubaron en el medio MRS. Todas las cepas se 
incubaron a 30ºC.  
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 Determinación de la capacidad de las bacterias lácticas de degradar aminas 
biógenas. La capacidad de las cepas bacterianas de degradar las aminas biógenas 
histamina, tiramina y putrescina se ha estudiado en un medio modelo similar al propuesto 
previamente por Enes-Dapkevicius et al., (2000), suplementado con 0.05 g l-1 de cada 
amina biógena (dihidrocloruro de histamina , tiramina y dihidrocloruro de 1,4-
diaminobutano  o putrescina), separadamente a pH 5.5. Las cepas de bacterias lácticas se 
incubaron a 30º C por duplicado en este sistema modelo en al menos dos días diferentes, y 
las muestras se tomaron a tiempo 0, y después de 30-72 horas de incubación. La 
degradación de aminas biógenas se evaluó mediante determinación de la concentración de 
estos compuestos por HPLC.  
 
Producción de aminas biógenas por las bacterias lácticas.  Las cepas de 
bacterias lácticas se han cultivado a 30ºC en el medio MRS en el caso de Lactobacillus sp., 
Pediococcus y Leuconostoc, y en el medio MLO en el caso de O. oeni, en ambos casos, 
conteniendo 0.1 % de los correspondientes aminoácidos precursores (L-histidina, tirosina y 
ornitina), piridoxal-5’-fosfato y otros factores de crecimiento, previamente descritos  en 
Moreno-Arribas et al., (2003). Además, también se ha estudiado la capacidad de las cepas 
bacterianas de producir  aminas biógenas mediante la determinación de la concentración de 
aminas por HPLC, como se indica a continuación, y la detección de los genes responsables 
por PCR Múltiple según las condiciones descritas por Marcobal et al., (2005a).   
 
 Análisis de aminas biógenas. Las aminas biógenas se analizaron por duplicado, 
mediante HPLC en fase inversa (RP-HPLC) según el método descrito por  Marcobal et al., 
(2005b), mediante una derivatización precolumna de las aminas de forma automática con 
el rectivo derivatizante ortoftaldialdehído (OPA) en presencia de β-mercaptoetanol. La 
detección de las aminas derivatizadas se realizó mediante un detector de fluorescencia 
(longitud de onda de excitación 340 nm y longitud de onda de emisión 425nm).  
 
RESUTADOS Y DISCUSIÓN 
Con el objetivo de evaluar qué nichos ecológicos son más atractivos para la 
presencia de cepas bacterianas con capacidad de degradación de aminas biógenas, en una 
primera fase, se ha llevado a cabo el aislamiento de bacterias lácticas a partir de distintas 
muestras de vinos blancos y tintos, en distintas etapas de la elaboración, especialmente 
estadios próximos a la fermentación maloláctica en el caso de los vinos tintos. También se 
partió de heces y lías de fermentación procedentes de diferentes elaboraciones, y muestras 
de vinos de ‘sherry’ durante la crianza biológica y velos de flor. La selección de estas 
muestras se realizó en base a que presentan una microbiota hetereogénea y abundante, y a 
que presentaban elevados niveles de aminas biógenas. 
 
A partir de estas muestras, se llevaron a cabo los aislamientos de bacterias lácticas 
en las que se estudió la posible degradación de aminas biógenas. Para ello, se 
seleccionaron en una primera fase, cepas capaces de crecer en medios con histamina, 
tiramina y putrescina, como única fuente de nitrógeno y carbono. A continuación, se 
evaluó la capacidad de degradar aminas biógenas de las cepas seleccionadas en medios de 
cultivo específicos de crecimiento, como son el medio MRS y MLO, y en medios vínicos, 
en los que se determinó la influencia de distintos factores enológicos de interés (pH, % 
etanol y presencia de compuestos fenólicos).  
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Se han seleccionado un total de 85 cepas de bacterias lácticas pertenecientes a los 
géneros Lactobacillus y Pediococcus,  y a la especie Oenococcus oeni, que fueron aisladas 
previamente de mostos, vinos y otros nichos enológicos, durante un periodo total de 8 
años. En estas bacterias, se ha evaluado mediante RP-HPLC la capacidad de degradar las 
aminas mayoritariamente presentes en vinos (histamina, tiramina y putrescina), mediante 
determinación del porcentaje de desaparición de cada una de estas aminas en los medios 
inoculados, con respecto al medio control.  De las cepas de bacterias lácticas ensayadas, un 
25% mostraron capacidad de degradar histamina, mientras que la degradación de tiramina 
o putrescina se observó en un 18% de las cepas estudiadas. La mayoría de las cepas 
bacterianas con capacidad de eliminar aminas biógenas de los medios de cultivo 
pertenecen al grupo de los Lactobacillus y Pediococcus, especialmente L. hilgardii, L. 
plantarum, L. casei, P. parvulus y P. pentosaceus, mientras que solo se ha detectado una 
cepa de O. oeni capaz de degradar histamina, aunque con baja actividad. Entre las bacterias 
examinadas, se ha comprobado que algunas son capaces de degradar simultáneamente más 
de una amina biógena, 
 
Con respecto al origen de las bacterias que mostraron actividad en la eliminación de 
aminas biógenas, no se encontró ninguna cepa bacteriana con capacidad de degradar 
aminas procedente de vinos blancos, mientras que a partir de las otras muestras estudiadas, 
se aislaron cepas potencialmente activas, con un mayor porcentaje de bacterias positivas 
procedentes de lías de fermentación, y especialmente, a partir de los vinos de crianza 
biológica, lo que sugiere que en ambos casos, se trata de nichos ecológicos muy atractivos 
para el crecimiento de bacterias lácticas con potencial de degradar aminas biógenas 
(Figura 1).  
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Figura 1. Porcentaje de cepas de bacterias lácticas con capacidad de degradar las aminas 
biógenas histamina, tiramina y putrescina según el tipo de vino del que proceden 
 
 
En la Tabla 1 se muestran de forma pormenorizada los porcentajes de degradación 
de histamina, tiramina y putrescina, por las bacterias lácticas más interesantes. Los 
resultados corresponden a valores medios de al menos 2 experimentos en días diferentes, y 
también los análisis cromatográficos se realizaron por duplicado. La mayoría de las cepas 
bacterianas con actividad amino oxidasa pertenecen al grupo de los Lactobacillus y 
Pediococcus, especialmente L. hilgardii, L. plantarum, P. parvulus y P. pentosaceus, 
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mientras que solo se ha detectado una cepa de O. oeni capaz de degradar histamina, aunque 
con baja actividad. Entre las bacterias examinadas, se ha comprobado que algunas son 
capaces de degradar simultáneamente más de una amina biógena, como por ejemplo la 
cepa de Lactobacillus casei IFI-CA 52, que mostró capacidad de degradar las 3 aminas 
biógenas en estudio en elevada proporción (Tabla 1).  
 
 
Tabla 1. Porcentaje de degradación de las aminas biógenas histamina, tiramina y 
putrescina por las cepas de bacterias lácticas en medios de cultivo 
 
  
Degradación (%)* 
Cepas  Histamina Tiramina Putrescina 
L. plantarum IFI-CA 26  33 n.e. 24 
P. pentosaceus IFI-CA 30  10 12 49 
P. parvulus IFI-CA 31  21 15 53 
O. oeni IFI-CA 32  12 n.e. 16 
L. hilgardii IFI-CA 41  n.e. n.e. 20 
L. casei IFI-CA 52  54 55 65 
L. plantarum IFI-CA 54  23 17 24 
P. pentosaceus IFI-CA 83  19 22 39 
P. pentosaceus IFI-CA 86  n.e. 54 69 
*Valores medios  (n=3);  n.e.: no se ha observado efecto 
 
Por otro lado, también se ha estudiado la posible producción de aminas biógenas 
entre las cepas seleccionadas, comprobándose que la capacidad de degradación de aminas 
biógenas por las bacterias lácticas ensayadas, no parece que esté asociada a la de 
producción de estos compuestos, ya que la mayoría de las cepas con capacidad de 
metabolizar aminas biógenas no mostraron actividad descarboxilasa implicada en al 
producción de estos compuestos en el vino.  
 
Para evaluar el comportamiento de las cepas seleccionadas durante la elaboración 
del vino, se realizaron a continuación distintas experiencias en medios vínicos sintéticos, a 
partir de la cepa de L. casei IFI-CA 52, que mostró ser una de las más interesantes del 
presente estudio. Puesto que de todas las aminas biógenas, la histamina es la que más 
interés despierta, debido a que es la amina que se controla en las exportaciones de vino a 
determinados países, se evalúo la capacidad de degradación de esta amina por la cepa 
bacteriana seleccionada en condiciones próximas al vino.  Una vez crecida la bacteria en 
medios de cultivo específicos, se obtuvieron las células bacterianas, y con el fin de evaluar 
la funcionalidad de la enzima amino oxidasa, se procedió a la ruptura de las células y la 
obtención del extracto enzimático, que se incubó con histamina durante 5 horas, y se 
evaluó el porcentaje de degradación de la amina a lo largo del tiempo en distintos 
experimentos, que incluyen el efecto de distintos valores de pH, concentración de etanol y 
de distintos extractos y compuestos fenólicos. Los resultados obtenidos se evaluaron frente 
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a un control, en el que el extracto enzimático se incubó con histamina a pH 7 (el óptimo 
para la actividad amino oxidasa), en aerobiosis y ausencia de etanol y de los otros 
productos ensayados.  Como resultados más relevantes, cabe destacar que la actividad 
enzimática diamino oxidasa del extracto enzimático, se ve impedida a concentraciones de 
etanol próximas a las del vino y especialmente en los medios vínicos suplementados con 
extractos fenólicos, en los que se observó una disminución del porcentaje de degradación 
de histamina, mientras que no se ha observado un efecto en la actividad enzimática y en la 
degradación de histamina debida al pH.  
 
 
CONCLUSIONES 
 
 A pesar de que hasta el momento actual, no se había descrito la capacidad de las 
bacterias lácticas del vino de degradar aminas biógenas, el presente trabajo muestra que 
ciertas cepas especialmente del grupo de los Lactobacillus y Pediococcus son capaces de 
reducir la concentración de histamina, tiramina y putrescina en medios de cultivo, en 
distinta proporción dependiendo de la cepa de bacteria láctica.  La capacidad de 
degradación de aminas biógenas por las bacterias lácticas no parece estar asociada con la 
de producción de estos compuestos, ya que la mayoría de las cepas con capacidad de 
metabolizar histamina, tiramina y/o putrescina no mostraron actividad descarboxilasa 
implicada en la producción de estas aminas en el vino. Algunos factores enológicos, 
especialmente la proporción de etanol y la concentración y tipo de compuestos fenólicos 
parece interferir en la eliminación de aminas biógenas por bacterias lácticas, aunque son 
necesarios más estudios que evalúen el efecto real de la matriz vínica en esta propiedad, y 
en definitiva,  que permitan valorar el potencial uso de bacterias lácticas con elevada 
capacidad para reducir la concentración de aminas biógenas durante la vinificación. 
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